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L'inv nti n concerne des peptid s synth^tiqu s dotes d'une r - 
marquable activity dans 1 domain d la chimi th^rapie pour la 
lutte contr d b turn urs, et ell concerne £galem nt d s modes op£- 
ratoir s pour la preparation des peptides n qu sti n. 
5 En vue de re*aliser une inhibition de la croissance d turn urs 

ausei bien but des gtres humains que sur d'autres animaux, des re- 
cherches approfondies se poursuivent dans de nombreux laboratoires 
depuis des anneee pour mettre au point des composes chimiques et 
d'autres substances actives. Bien que I'on ait enregistre quelques 

10 sucoes partiels & la suite de telles recherches, des tumeurs conti- 
nuent a re*sister a la plupart des traitements connus jusqu'a ce j ur. 
On a d<*couvert, a la suite de recherches ayant' about i a la mise au 
point de 1" invention, que certains peptides synth^tiques dont 1 s 
molecules comportent certaines successions' d'aminoacides possed nt 

1 5 une ef f ioacite* surprenante quand on les utilise pour le traitem nt 
de tumeurs* 

Conformdment a l 1 invention, on a mis au point des peptides 
synth^tiques correspondant a la formule gen<§rale suivante : 



-N(CH 2 CH 2 C1) 2 



V 



20 CH 2 

— NH-CH -C0-R 2 



dans laquelle : CH 2 CH 2 -CO-CH^NH-CO-CE-NH 

E 1 = H ; -CO-CH ^CHg ; 

NH 



2 



25 



H 2 « -OH ; -OX (X .-OH, ou -0^) ; -MH-CCHgJ^OH-OO.OC^ ; 



-HH-CH-C00H ; Id-CH-CO.OC^ ; 
CH 2 .(CH 2 ) 2 
30 C0NH 2 
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V 



I 2 CH 2 01), 

V 



i 2 

(CH 2 ) 3 (CH 2 ) 4 |h 2 

5 KH MH 0 C - CH 

I II 

On a de*couvert que des melanges de composes compris dans la por- 
ted de la fonnule gen^rale ci-dessus possedent un haut degre* d'effi- 
10 cacite*. 

La formule generale indiquee ci-dessua represents une molecule 
de m-di ( 2-chlor o ethyl ) amino-ph^nyl-L-alanine lie's par au molna une 
liaiBon peptide a au moins un aminoacide d£f ini dans les f ormules 
specif ides. L a (ou les) liaison(s) peptide est (ou sont) alors rea- 
15 lisde(s) au niveau du radical amino et/ou du radical carboxyle* Les 
conditions fondamentales sont les suivantes : 

1) les aminoacides unitaires* utilises pour la synthase d , un 
peptide et incorpords a. la structure peptldlque, m-di(2- 
chloro ethyl) amino-phenylalanine incluse, doivent poa seder 

20 la configuration L- ; 

2) les successions peptidiques Men dgfinles suivantes se 
trouvent etahlies x 

a) L-prolyl .m-di( 2-chlorodthyl) -amino-phdnyl-L--alanine 

b) N,t[m-di ( 2-chloro dthyl )amino-phe^l^-alanyl]-I»-ly sine 
25 c) m-di(2-chloro ethyl )-amino-phenyl-L-alanyl^L-asparagine 

d) p . fluoro .L-phenylalanyl-gly cylnai-di ( 2-chloro ethyl ) - 
amino-phenyl-L-alanyl-L-norvaline 

e ) m-di-2-chloroethyl ) -amino-phenyl-L-alanyl . L-arginyl^L-ly syl- 
m-di ( 2-chlor oe thyl ) -amino-phenyl-L-alanyl-^histidine . 

30 Les substances en question sont- obtenues, salon 1' invention, 

par mise en oeuvre des techniques utilisdes pour la preparation des 
peptides, par exemple en realisant la condensation entre le radical 
carb xyl d'un des aminoacides composants t le radi al amino d'un 
autr aminoacide esterifie, n pres nee d dicycloh zylcarb diiaide. 

35 On p ut aussi rec urir a deB me*th des utilisant deB a z ides et des 
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anhydrid b U-carb xylique.*. Pour proteger sel ctiveaenv leB radi aux 
fonctionnels amino, 11 cnvient que 1 radical amino lui-meme ait 
acyle av c de l'acide formiqu ou av c un chlorure d carb benzoxyle 
et, dans qu lqu s cas, ait ete alcoyle* av c du chlorure d trityle. 
5 Lee radicaux carboxyle sent protege's par esterification avec des s- 
ters de methyle, d'ethyle, d'hexyle ou de benzyle. Finalement, les 
groupes de blooage sont completement ou partiellement elimin^B par 
hydrogenolyse catalytique, par action d'acide bromhydrique dans d 
l'acide antique glacial ou d'acide chlorhydrique dans de l f e"thanol, 
10 et enfin par saponification. On effectue une analyse el^mentaire 
des composes unitaires ; des atomes de chlore 116s par des liais ns 
covalentee et ioniques (comme dans des chlorhydrates) sont dose's se"- 
parement. Le degre de purete* des produits ainsi obtenus eBt deter- 
mine* par chromatographie en couche mince sur silicagel G aussi bien 
15 que par une me sure de 1' activite optique* 

Diverses modalites de mise en oeuvre de 1' invention sont mi ux 
d^crites et plus faciles & comprendre grace aux exemples suivanti 
qui bien entendu ne sont ?as limitatifs de la ported de l'inventi n. 
Plus de 300 peptides (en plus de ceux spe*cifiquement decrits ici) 
20 ont ete prepares et tous essayds expdrimentalement pour determiner 
leur activity chimiotherapeutique par mise en oeuvre des modes opE- 
ratoires recommandes par le C.C.N.S.C. (Cancer Chemotherapy, National 
Service Center, U.S. Department of Health, Education and Welfare, 
Cancer Chemotherapy, Report n° 25, decembre 1962) en se servant, com- 
25 me tumeurs d*e*preuve, soit de sarcomes 180 t soit d , ad^nocarcinom s 
755. La Beule variante consiste en ce que la determination du poids 
de tumeurs sur des souris trait e*es par les substances a essayer t 
sur des animaux-temolns est effectu^e un jour apres le deiai pres- 
crit par le C.C.N.S.C. ; on a choisi ce mode operatoire parce qu'il 
30 permet 1* Evaluation des leucocytes au cours du jour precedent, en 
de la determination de 1 1 hemotoxic it e. Dans chaque experience, n 
utilise un etalon de m-di(2-chloroethyl)-aminophenyl-Ii-alanine a 
quatre doses en progression ggome*trique, et chaque compose est lui 
aussi administre* h quatre doses correspondant a la teneur du compo- 
35 se en question en m-di ( 2-chloroethyl ) -amino ph^nyl-I*-alanine . Consi- 
ierant l'intensite d'acuic-ii par comparaison avec cells la m-di ( H- 
rhloro ethyl) -amino phenyl- ^-alanine, tous les peptides ainsi prspai i 
se classent en trois categories : 

(a) p ptid s dont l'efiet, sur le model experim ntal examine, 
40 est superieur k de doe, s equimoieculaires d m-di(2- 

c b.Lcro ethyl ) -9.^:* ^ *v_- ■ \yl -'-alanin ; 
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(b) p ptid e dont l'effet est ejal a celui de la m-di(2-chloro- 
ethyl ) -aminoph^nyl-X-alanin ; 

(c) peptides dont l'effet est inferieur a celui de la m-di{2- 
chl roethyl ) -aminophgnyl Ju-alanine . 

5 Lea recherches chimiotherapeutiques prouvent que, parmi la cate*- 

gorie sus-mentionnee (a) de peptides, cinq peptides manif estent des 
result at s superieurs au cours de 1' experimentation pharmacologique 
et les possibility s les plus prometteusea d 1 applications therapeuti- 
ques en vue du traitement de la maladie n£oplastlque dans l'espece 

10 humaine. Ce sont des peptides compris dans la portee de 1' invention. 
Ci-apres sont donnas differents exemples, bien entendu non li- 
mitatifs, illustrant des modes op^ratoires pour la preparation de 
cinq peptides compris dans la portee de la presente invention. 
Exemple I .- Dichlorhydrate de l 1 ester ethylique de la L-prolyl-m- 

15 fdi- (2-chloroethyl) amino] -L-phdnylalanine (B) . 

A une solution chlorofo unique (300 ml) contenant 40 g (0,12 mo- 
le) duster ethylique de la m- [di- ( 2~chloro^thyl ) aminoj -L-phenylala- 
nine, on ajoute 29,9 g (0,12 mole) de N-carbobenzoxy-i-prol.ine dis- ' 
sous dans 60 ml de chloroforms, puis 27 g (0,13 mole) de dicyclohe- 

20 xylcarbodiimide • On laisse r£agir la solution r^sultante pendant 
trois heures a la temperature ambiante ordinaire (environ 20°C) tout 
en l'agitant- On s^pare par filtration et on rejette 14 g de dicy- 
clohexyluree qui se sont form^e. On concentre la solution sous vide 
jusqu'a Evaporation complete du solvent. On fait passer le r6sidu 

25 huileux resultant but une colonne contenant du silicagel G et on pro- 
cede a une eiution avec un melange chloroforms: acetone (9:1). Le 
produit purifie, qui est de 1' ester ethylique de la N-carbobenzoxy- 
It-pr o3yl-m- [di- (-2-chloro ethyl ) amino] -^-phenylalanine , (A), se trouve 
initialement sous la forme d'une huile qui se solidifie apres repos 

30 sous de 1 1 ether de petrole. Eendement s 45,9 g- 

Elimination du_rad ic al_c arb ob e nzo x£ : 20 g de (A) dissous par 
chauffage - a environ 50° C - dans 200 ml d'ethanol a 5 # dans HC1 
sont hydrogenes en presence de 2 g de charbon palladie et 300 mg de 
Pd* La reduction est terminee apres 10 heures a 50°C. L » addition da 

35 petites quantites de catalyseur de temps en temps est necessaire pour 
eviter que le degagement de C0 2 cesse. On suit la progression de la 
reaction d* apres le degagement de <X> 2 et, en mgme temps, par chroma- 
t graphie n utilisant du silicag 1 G et un melange solvant butanol: 
acide acetique:eau 4:1:5- La det ction s 1 ff ctue a 1'aide d KMnO. 

40 n mili u a ide. Apres la fin de la reduction, filtrati n sur amieuv 
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70 29723 _„ , I)5ther anbydre, dissolutl n du ' 

, . pr ^aU» du .^ 01 , n btient U. 6 . 

precipite aans une P ^ deB8io * ur sou vide, 

• P 0 t HaOH. lore d la determx ^ ^ 

5 To^e o_ue le produit * ^ >' * 

- ^ i ^ - - ^ aente deBoription CMme 

Sant le *roduit 48/13- eth yliaue de la *£ 

^^X._ ^ichlor^arate de^ ester ^ allie . 

10 - (2 _cbloroethyl)aminoJ-> P ^ ^ obenzoxy ^.[ d i- 

10 on for»e de 1'ester ethylene #JL*»****** ^ 

(a-oiaoroW)^^^ 1 ?\ ^te, tout en agltant, 
Lrt de4a manlere decrite ci-apres- °» « • i^bolwWI* 
Ta *! ae tribu*la*ine k una -^^^ * de cbiorof r»e 

15 £tt solution Itant -froidiejus^ | ^ aoltttion 

Z a goutte, 6,9 de ^^^0 en 1'agitant. On y ajou- 
Bi obfenue est conserve ^^^^ue contenant 10,1 g 
te ensuite 100 -a d'une solution JJ^^. Apres deux 
20 (0,05 mole) d'ester ethylique ^ e k 1<eatt , eeonee sur 

Luxes a 5-0, la -^^JS/^ aus^k eli^n ~ g 
sulfate de sodiu*, (A) est de 20,5 g ;>1 D - 

Dlfete du solvent- *e renae 

8 ( ° ^ ensure de ^^^.S. U °* 

roetbyl)*^^^^ 46 2 °' 5 * ^ °° h To- 

2 , d e obarbon palladia k 5* k une J reattUante est bydro- 

m k 200 mL d'ethanol absolu. *a susp h eures). W ■ 

50 tlon *ue 1'on obtientes* & du ^ 

die, apres auoi on chasse le s 

la ^ un produit huileux W- VM r ethylidue de Oa 

16 Tforae ensuite du ^^^^S -^lysine. *a ^ 
HtAdl-Ca-cUloro^l)^}^-^^^ „ ians de 1« 

55 B tie Ueuse (B) est 0 ^ 1 8 heures k la te^tu- 

e^anol absolu , on ^ *^'« 0 ^ rt . evaporation du soX^t 
r Plants ordinaire (envxron 20 ) P ethyllqU e anbydr*. 

80 ns vide, le residu est x pr s a. c _ ^ de 

a pre. ,u i ^ r H/10 HC1 dans de l-etbanol). 

40 17,7 g ; L a JD = ' v 



I 

^ 25 
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produit reooit la denominati n d "Produit 48/15". 

Exempl III *- Acetate d m~ jdi- ( 2-chloro £thyl ) amino] -L-phenylalanyl- 
L-asparagine (B) . 
On prepar d 1' at r benzylique de N-carb b nzoxy-m-[di-(2- 
5 chloro^thyl)aminoJ-I»-phdnylalanyl-L-asparagine (A). On prepare de 
lister benzylique de N-trityl-L-asparagine par mise en oeuvre de la 
methode de Amiard et Heymes (Bull. Soc. Chim. Prance, 1573 (1957)). 
On utilise de 1* ester dibenzylique de l'acide N-trityl-Ii-aepartique 
(Velluz et al» 9 Bull. Soc. Chim. France, 1464 (1956)) qui eat ultS- 

10 rieurement trans forme* en N-trityl-J»-aspartate d'cc-benzyle par hydro- 
lyse partielle avec une quantity stoechiom^trique d'hydroxyde de po- 
tassium 1 N (selon la me*thode d' Amiard et Heymes dont la reference 
bibliographique est donn£e ci-deesus). 

Oe dernier compose* est convert! en U-trityl-I-asparagine par 

15 1' action d 1 ammoniac et de dicyclohexylcarbodiimide • Une solution 
bouillante de 33,3 g de N-trityl-L-asparaginate de dibenzyle (Velluz 
et al.) dans 180 ml de dioxanne et 30 ml d'eau est traitee lente- 
ment» pendant 30 minutes, par 66 ml de KOH 1 N, aprfee quoi on chauffe 
le melange 15 minutes a reflux, on chaBse le dioxanne sous vide, on 

20 dilue le r^sidu avec de l'eau, on acidifie avec 70 ml de HCl 1 N, on 
extrait par CH^Cig, on lave les ertraits organiques a l'eau, puis on 
lea seche, on concentre juBqu'a 100 ml, on traits par un courant de 
HHj jusq^a pH 8-9, on traite par 16 g de dicyclohexylcarbodiimide, 
on maintient a pH 8-9 avec un lent courant de NH^ pendant deux heu- 

25 res, on filtre, on evapore sous vide a 30°C f et on reprend le residu 
par du methanol pour obtenir 12 g d 1 ester benzylique de la N-trityl- 
Ii-asparagine . On effectue une dgtritylation a l'aide d'aclde chlor- 
hydrique gthanolique • Une suspension de 20,3 g (43,8 millimolea) d' 
ester benzylique de la K-trityl-L-asparagine dans 44 ml de HCl m^tha- 

30 nolique 1 N est chauf f <§e deux minutes dans de l'eau en agitant- On 
^limine le sol van t par evaporation sous pression r£duite, apres quoi 
le residu est d'abord lave* avec de lather dthylique anhydre, puis 
est dissous dans 100-150 ml d'Sthanol bouillant. La solution est 
refroidie et est dilute avec deux volumes d'£ther gthylique anhydre. 

35 Apres quelques heures a 4°C, il sa s^pare un precipite* cridtallin 
blanc de chlorhydrate de l 1 ester benzylique de la L-asparagine . Ce 
precipite* est recueilli sur un filtre, lave* avec de l'£ther dthyli- 
que anhydr et sdche* sous vide dans un dessiccat ur sur ? 2 °5 et Na0H - 
Rendement 10,35 g (91 %) , P.*. 168-70°C (ddcomp.) ; analyse : N = 

40 10,75 # (oalc. 10,83), Cl~ = 13,7 * (calc 13,7). 

Par chromat graphie, n obtient le produit s ue forme d'une 
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substan homogene. 

Une suspension fr ide de 10,35 g d chl rhydrat d f ester benzy- 
lique d 1-asparagine dan3 40 ml d f eau cont nant 4,2gd arbonate 
d sodium est xtrait cinq fois avec des fractions de 150 ml de di- 
5 chlorome*tnane froid. Lee extraits organiques sont reunis, arches sir 
Na 2 S0 4 et ^Pore's sous vide jusqu'a 200 ml- Une partie aliquot d 
cette solution est titree avec du perchlorate d'hydrogene dans de l f 
acide acetique glacial (violet cristalliBe* comme indicateur) afin d'£- 
valuer la proportion de base libre (34,4 mole ; 96 . Cette s luti- 

10 on est ensuite refrigereV jusqu'a -10°C et on y ajoute, tout en agi- 
tant, 15 f 2 g de N-carboberiZOxy-m- [di-(2-chloroe*thyl) amino] -L-phenyl- 
alanine, puis 7,9 g de N ? ?T«-dicyclohexylcarbodiimide. On continue a 
agiter a 0°C pendant cinq heures, au cours desquelles il se form 
une masse gelatineuse. On dilue cette masse avec deux volumes d di- 

15 chlorome'thane et on chauffe jusqu'au point d' ebullition. La dioy lo- 
hexylure*e qui se forme est separde par filtration, puis on evapor 3e 
filtrat a sec. Deux reciO.stallisations du residu a partir d'ethanol 
donnent 16,7 g (75 %) d»un produit blanc, (A), P.P. 140-42°C, [aj| 0 « 
+19,4° (c « 2, chloroforms). Analyse : pour C 32 H 36 Cl 2 N 4°6 s toouve-: 

20 N 8,70, 01 11,2 # ; calcule* : H 8,71, Cl 11,0 

On prepare ensuite do l'acdtate de m-[di-(2-chloroe*thyl) amino] - 
I«-phenylalanyl-L-asparagi?:e (B). Aun melange de 240 ml de methanol 
et 12 ml d' acide acetique glacial, on ajoute 4,5 g d 1 ester benzyliqne 
de la N-carbobenzoxy~m-]]d-: - ( 2-chloroeHhyl) amino] -Ii-ph^nylalanyl-L- 

25 asparagine (A) et 1 ,3 g dc charbon palladia a 5 On soumet 1 
lange au passage d'un courant d'hydrogene k la temperature ambiante 
ordinaire. Apres la fin de ^hydrogenolyBe, ce qu'indique la cessa T 
tion du degagement de G0 2 (environ 4 heures), o;a eepare le cataly- 
eonr par filtration, et 1«* filtrat legerement colore* resultant est 

30 majntenu pendant une nuit k 4°C Au cours de ce temps, l'impurete* 
ooloree se separe, de sor + ^ que l'on obtient une solution limpid pa- 
filtration sur amiante. T«e filtrat est concentre jusqu'a -30 ml s us 
^ide, k une temperature n'cxce'dant pas 35°C, et la solution residuel- 
le est lentement dilute, en agitant continuellement , avec de l»eth r 

35 jusqu'a obtention d'un treble persistant. Par repos a froid, il se 
forme un pre*cipite* crista? tin blanc (B) , identif id aussi comme etant 
le Produit 48/22, que l f o* recueille sur un filtre, lave k 1» ether 
*t seche dans un dessiccat^ur sur ?2°5' R e n dement 2,6 g (77 %) • 
PJ?. 126-7°C ; = .+P8 : 4° (c= 2 ; HCl 1 K) . Chromatographi en 

40 couche raince (silicagel G *i? Merck : B u 0H s EtOH:H 2 0:EtCOOH 10?5s5:2) : 
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onn dEcele qu*une seule tache a l'aid d*une solution dilue d 
KMnO^. Analys : tr uvE N 11,76, 01 14,7 # ; oalculE pour 
°19 H 28 G1 2 N 4°6 : * 11,69, 01 14,8 *. 

11 est intEressant de consulter l'ouvrage de Gr nstein t 
5 Winitz : "Chemistry of the Amino Acids" (Chimie des aminoacides) , 
J. Wiley & Sons, New York, 1234 (1961). 

Bxemple IV . - Trichlorhydrate de lister Ethylique de la p-fluoro- 
L-phEnylalanyl-glycyl-m- {di- ( 2-chloro Ethyl ) amino] - 
I^phEnylalanyl-L-norvaline • ( F ) . 

10 On forme lister Ethylique de la N-carbc^S-[di-( 2-chloro Ethyl) 

amino] -L-phenylalanyl-L-norvaline (A). 20,6 g (0,1 mole) de dicyclo- 
hexylcarbodiimide dans 50 ml de chloroforme sont ajoutEs a une solu- 
tion contenant 14,5 g (0,1 mole) d'ester Ethylique de la L-norvaline 
et 43,90 g (0,1 mole) de H-c arbobenzoxy-m-[di-( 2-chloro Ethyl)amino] - 

15 1-phEnylalanine dans 150 ml de chloroforme a 20°C. ApreB trois heu- 
res, de la dicyclohexylurEe' qui s'est formee est ElimlnEe par filtra- 
tion, puis on Evapore le solvent jusqu'a son Elimination complete a 
partir du filtrat. On reprend le residu avec de 1' Ether Ethylique 
anhydre ; on Evapore ensuite 1* Ether. Le rendement en (A) est de 

20 50 g. 

Elimination du_radlc_al_ c arbob enzoxy ; On trait e 50 g de prodult 
(A), en agitant, par 100 ml d*une solution saturEe d'acide bromhydri- 
que dans de I'acide acEtique ; on maintient 1* agitation pendant troia 
heures a la tempErature ambiante ordinaire (environ 20°C) . On rend 

25 ultErieurement le bromhydrate insoluble en versant la solution dans 
de 1* Ether Ethylique anhydre. On obtient la baae en dissolvant le 
bromhydrate dans de I'eau, en neutralisant la solution avec une solu- 
tion saturEe de bicarbonate de sodium, puis en procEdant a une ex- 
traction de la base a- 1' aide de chloroforme (200 ml). La solution 

30 chloroformique, titrEe a ^aide decide perchlorique dans de I'acide 
acEtique, contient 0,075 mole de dipeptide (B) . 

On prEpare de la maniere suivante 1" ester Ethylique de la N- 
carbobenzoxy-glycyl-m- [di- ( 2-chloroEthyl ) amino] -L-phEnylalanyl-L- 
norvaline (C). 15,5 g (0,075 mole) de dicyclohexylcarbodiimide dans 

35 50 ml de chloroforme sont ajoutEs, en agitant, a 20°C, a 200 ml d'une 
solution chloroformique contenant 0,075 mole de dipeptide (B) et 15,7 
g (0,075 mole) d N-carbobenzoxy-glycin . La rEaction rEsultante 
dur p ndant nviron tr iB heures- Apres Eliminati n f par filtrati- 
on, d la dicyclohexylurEe qui e'est formE et qui a' est sEparEe de 

40 la solution rEsultante, on Evapore le filtrat jusqu'a Elimination 
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omplete du solvant. L produit huileux (D) st r pris av d la- 
ther gthylique anhydre. 1 rend m nt . st de 45 g. 

Elimination du^radical^carbobenzosL : On traite 40 g du pr duit 

(C) par 100 ml d'acide bromhydriqu dans d l'acide acetique t on 
5 maintient agite" k la temperatur ambiante ordinaire pendant troie 

heures. Ulterieurement , on rend le bromhydrate insoluble en versant 
la solution dans de lather Ethylique anhydre. On obtient la bas 
en dissolvant le bromhydrate dans de l'eau, en traitant par une solu- 
tion saturee de bicarbonate de sodium, et en procEdant a une extrac- 
10 tion par du chloroforme (200 ml). La solution chloroformique est 
eechee sur sulfate de sodium puis titree k l'aide d'aoide perohl ri- 
que dans de I'acide acetique. Bile contient 0/05 mole de tripeptid 

(D) . 

On prepare ensuite l l ester e*thylique de la N-formyl-p-fluoro- 
1 5 L-phenylalanyl-glycyl-m- [di- ( 2-chloroethyl ) amino] ^-phenylalanyl-L- 
norvaline (E) . Pour cela, 10,3 g (0,05 mole) de dicyclohesylcarbodi- 
imide dans 100 ml de te^rahydrofuranne sont ajoutes, en agitant k la 
temperature ambiante ordinaire, k une solution contenant 0,05 mol 
de tripeptide (D) et 10,5 g (0,05 mole) de K-foirmyl-p-fluoro-L-phe'- 

20 nylalanine dans 500 ml de tetrahydrofuranne . On pour suit la reacti- 
on pendant quatre heures. Apres filtration et Elimination de la di- 
cyclohexyluree qui s» eat formee, on evapore le filtrat et on reprend 
le rdsidu avec de lather dthylique anhydre. On evapore ensuite la- 
ther. Le rendement en produit (E) est de.25 g. 

25 Elimination du_radical form^le : On dissout 17 g de compost (E) 
dans 250 ml de HC1 k 5 % dans de l'ethanol, et on laiese la soluti n 
reposer 18 heures k la temperature ambiante ordinaire. L e produit . 
cristallise spontanement k partir de la solution. La filtration du 
produit s'effectue d f abord par lavage avec une petite quantity d'al- 

30 cool froid, puis par lavage avec de lather Ethylique anhydre. L 
rendement en produit (F) ci-dessus, est de 15 g ; le produit est ca- 
ract^risd par [aj D = +39,6 (c = 1 ,5 ; HCi k 5 % dans de l'ethanol). 
Ce produit est ci-apres designe par la denomination : Produit 161/11. 
Exemple V.- Ester mSthylique de la m- [di- ( 2-chloro Ethyl ) amino] -L- 

35 ph^nylalanyl-L-argw^ 

no] -L-phdnylalanyl-X-histidine . 
Le produit suV-specifi<s, auquel on a attribue aussi la denomina- 
tion Produit 210/B, st obtenu par copulation ou condensation d s 
d uz comp see intermddiaires fondamentaux, le dipeptide t 1 tripep- 

40 tid (S cti n D ci-apres). L f x mpl decrit dans la Section A con- 
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c me la prEparati n du dip ptide parti llement protEgE qu» at la 
N-carbobenz xy-m- [di- ( 2-chloro Ethyl ) amino] -L-phEnylalanyl-N«-nitr - 
L-arginine. L'exemple decrit dans la Section B cone rne la reaction 
de c pulation entre les di- t tri-peptides conv nabl m nt dEprotE- 
5 gEs pour aboutir au pentapeptide libre qu'est 1' ester mEthylique de 
la m-f di- ( 2-chloro £thyl ) amino] -i-phdnylaaanyl-L-arginyl-L-lysyl-m- 
[di- ( 2-chloro Ethyl ) amino] -L-phenylalanyl-L-his tidine apres Elimina- 
tion des groupes de blocage. I'exemple decrit dans la Section C 
concerne la preparation du tripeptide partiellement protEgE qu'est 
10 1» ester mEthylique de la N-£-carbobenzoxy-L-lysyl-m- [di-(2-chloroE- 
thyl) amino] -L-phEnylalanyl-L-histidine • 

Section A : N-carbobenzoxy-m- [di- ( 2-chloroEthyl ) amino] -L-phEnyl- 
alanyl-N^-nltro -L-arginine . 
une solution de 44 g (0,1 mole) de H-carbobenzoxy-m- [di- ( 2- 
15 chloro^thyljajnin^-l^ph^nylalanine et 23 g (0,1 mole) d'ester aEthy- 
lique de N^-nitroJ.-arginine dans 300 ml de chlorure de methylene 
est ajoutEe a une solution de 23 g (0,11 mole) de dicyclohexylcarbo- 
diimide dans 300 ml de chlorure de methylene- On agite le melange 
pendant trois heures k la temperature ambiante ordinaire. 11 s'est 

20 forme* et sEparE, a partir du melange rEactionnel, de la dicyclohexyl- 
urEe que 1' on recueille sur un f litre ; a partir du filtrat, on chas- 
se le solvant par Evaporation sous pression rEduite. L'Epaie residu 
huileux resultant est solidifiE par traitement avec de lather Ethy- 
lique, et est recristallise a partir d'Ethanol. 

25 Elimination_du radical ester Ethyli^ue : On ajoute 11 ml (0,011 
mole) d«une solution de N a 0H 1 N k une solution de 6,5 g (0,01 mole) 
d«ester mEthylique de N-carbobenzoxy-m- [di- ( 2- chloro Ethyl) amino] -L- 
phEnylalanyl-N^-nitro-L-arginine dans 30 ml de methanol. On laisse 
la solution reposer 90 minutes a la temperature ambiante ordinaire. 

30 On la refroidit a l'aide d'un bain de glace, puis on neutralise 1'hy- 
droxyde de sodium avec 1 1 ml de HCi 1 N. L e liquide surnageant re- 
sultant est sEparE par dEcantation- Le produit gommeux rEsultant 
qui subsiste est dissous dans une petite proportion d'Ethanol absolu 
et est prEcipitE par de 1» Ether anhydre. On obtient ainsi une sua- 

35 pension tree fine que l'on centrifuge ensuite. On dEoante le solvent 
tandis que le produit blanc rEsultant ainsi sEparE est repris avec de 
1* Ether et est recueilli sur un filtre. 

S ction B : Est r mEthylique de la m-[di-(2-chlor Ethyl ) amino] - 
L-phEnylalanyl-L-histidine . 

40 16,9 g d* ester mEthylique de la L-histidine, dissous dans 100 ml 
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de chloroform , sont aj utes a 44 g d N-carbob nzoxy-w-£di-(2-chlo- 
r e* thyl) amino] ^-phenylalanine et 22 g de dicyclob. xylcarbodiimide. 
La di yclohexylure* qui se form st recueillie sur un filtr . On 
evapore le solvant a partir du filtrat, et on fait cristallis r 1 
5 residu a partir d 1 acetate d'Ethyle- Apres elimination du radical 
carbobenzoxy a l'aide d'un traitement par HBr dans de l'acide acEti- 
que ou par mise en oeuvre du mode operatoire demerit dans l'exempl 
• IV ci-dessus, on libere le dipeptide a partir du bromhydrate resul- 
tant k l'aide d'une solution de bicarbonate de sodium* 
1 0 Section £ s Ester mEthyiique de la N^-carbobenzoxy-l-lysyl-m- 

di ( 2-chlorc Ethyl) amino-L-phenylalanyl-L-histidine . 
16 g d 1 ester mithylioue de la m-di- ( 2-chloro Ethyl) amino -L- 
phenylalanyl-L-histidine , dissous dans 200 ml de chloroforme, sont 
ajoutEs k la temperature ambiante ordinaire k 7,2 g de dicydohexyl- 
15 carbodiimide et 10,8 g de ^-formyl-N^-carbobenzozy-l-lysine dans 
200 ml de chloroforme. La dicycloherylurEe qui se forme est separe" 
et est filtrEe. Le filtrat est EvaporE a sec, on reprend le residu 
avec de lather, et on filtre. Apres Elimination du radical formylc 
par traitement avec HCl dans de l'alcool mEthylique, par mise en 
20 oeuvre du mode opEratoire dEcrit dans l'exemple IV ci-dessus , 1 

tripeptide est libErE a partir du chlorhydrate resultant par traite- 
ment par une solution de bicarbonate de sodium* 

Section £ : Hexachlorhydrate de 1* ester mEthylique de la 
m-^di- ( 2-chloroEthyl ) amino] -L-phEnylalanyl-L- 
25 arginyl-L-lysyl-m-^di- ( 2-chloro Ethyl) amino] -L- 

phenylalanyl-L-histidine . 
7,18 g d' ester mEthylique de la N^-carbobenzoxy-L-lysyl-m-Jdi- - 
( 2-chloro Ethyl) amino] -L- ps anylalanyl-L-histidine , dans 100 ml de 
chloroforme, sont ajoutEs a 7 g de N-caxboberizo3QT-m-[di-( 2-chloro E- 
30 thyl) amino) -L-phenylalan^ l-N^-nitro-L-arginine et k 2,3 g de dicy- 
olohexylcarbodiimide. Ap-'-s dissolution, on laisse sojourner le 
flange rEactionnel resul-^nt pendant 24 heures k la temperature 
aiflbiante ordinaire. La d . ;yolohexylurEe qui s'est formEe est sepa- 
rS* et filtrEe* On evapc ... k sec le filtrat et on applique le re*si- 
35 du a une colonne contenar. Va silicagel G. On utilise comme Eluant 
an melange chloroforme :Eti.:2iol 9:1- Le produit est ensuite recris- 
tallisE a partir d' Ethane I Le rendement est de 6,1 g. 

^iminaticn d<?3 radio; ^ _ 3.£ blocage i_ NO 2-£a£bobenzox£ ? On dis- 
.v;r;t 5 g do 1' ester a£ thy" 3e la N-carbob nzozy-*»-fdi-< 2-chloro- 
40 \-y ) «.mi.nol -T - .phE -cyX^.a r, 1 ^ * itro -arginyl-N^-carbobenzor^ r -L- 
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lysyl-m- [di- ( 2-chlcr oe'thyl ) amino] -L-phgnylalanyl -i-histidin dans 
60 ml de HCl h 5 % dans du methanol. On ff ctue l'hydrogenation 
apres introduction d 1 nviron 0,5 g de charbon palladia + 0,1 gd Pd 
tout n agitant et en maintenant la temperature a 40-50°C. Apres 
5 24 heures, on filtre au travers d'amiante, on evapore le filtrat a 
sec, on reprend le rdsidu avec une petite quantity de methanol et on 
prScipite avec de lather anhydre ; on filtre en lavant soigneuse- 
ment avec de l'Sther anhydre, et on seche sous une lampe. le rende- 
ment en produit (Produit A) est de 4,7 g- U se decompose au- 
10 dessus de 110°C ; son analyse donne les rdsultats suivants : 

calculi trouvg 

Cl # 28,4 28,91 

Cl" % 17,0 16,89 

N# 14,6 14,20 

15 Section E : Ester me*thylique d ! un pentapeptide . 
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4,7 g d'hexachlorhydrate d l'est r metnylique de la m-[di-(2- 
chloroethyl ) amino] -L-phenylalanyl-L-argiiiyl-L-ly syl-m-[di- ( 2- hloro- 
dthylJamino^^-ph^lalanyl-L-histidine sont dissoue dans 20 ml d'al- 
cool methyliqu t traitee par un solution equim leculair d 
5 CHjCOOJJa dans de l'alcool methylique. Il se forme du chlorure d so- 
dium que l»on eiimine par filtration ; a partir du filtrat, on separe 
le produit par precipitation a l'aide dither anhydre, Rendement : 
3 f 2 g ; P.F. : decomposition au-dela de 60°C. [a]^° » -11,9 (c = 1 
dans de l'alcool methylique). Analyse : 

calcuie trouve 

N # 17,72 17,12 

Cl% 13,8 14,13 

UaCl % _ 0,8 

Bssais_expirimentaui_et cliniques : On pro cede a des essais chindo- 

1 -> therapeutiques par mise en 

oeuvre du mode operatoire recommande par le CCXS.C, lequel m de 
operatoire est de*crit d'une maniere succincte ci-dessus (a la fin d 
la description, avant I'exemple I), page 3- A des fins therapeuti- 
ques, on considere qu'il convient, au lieu d'utiliser un unique pep- 

20 tide, de preparer un melange des peptides sus-mentionn^s , d^eignds 
oi-dessus par les denominations abregees 48/13, 48/15, 48/22, 161/11, 
210/B, en doses equilibrees d*une maniere telle qu'il se trouve 30 mg 
de m-di- ( 2-chloro ethyl ) amino-phenyl -L-alanine dans 1 ml de soluti n. 
En d^pit d'un tel mode operatoire, il subsists encore la possibility 

25 pour des applications en therapeutique humaine, d*un effet favorabl 
seiectif (dans le cas d'une tumeur selectivement sensible a un seul 
peptide) aiaoindri ; toutefois, en raison de la difficulty de pr^dir" 
la sensibility re*elle d'une tumeur donnde a un peptide defini, la 
presence de plusieurs peptides, dotes de Beiectivites different s, 

30 acoroit la possibility d f un effet therapeutique favorable. Autrement 
dit, avec un melange de peptides, le spectre antitumors! d'une prepa- 
ration se trouve elargi. Des exemples de 1' effet antitumeur, aussi 
bien experimental que cliniques, sont donnes dans les Tableaux i- 
apres* 

35 Comme il va de soi, et comme il resulte d'ailleurs deja de c 

qui precede, 1* invention ne se limite nullement a ceux de ses modes 
d' application, non plus qu'a ceux des modes de realisation de ses 
div rs s parties, ayant ete plus special ment nvisages ; ell en 
mbrass , au c ntraire, toutes 1 s variantee. 
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Rev ndicationa 
1 • Compose* posse"dant la f ormul gdnerale suivante : 



N(CH 2 CH 2 C1) ; 



1 

R t -NH-CH-C0-R 2 

dans laquelle R 1 representee -H t OHg CH 2 ou -C0-CI^-flB-0CLCH-NH 2 

-CO-CH £H 0 CH« 

R 2 repr^sente -OH, -OX (X est -CB^ ou -C^) t 




10 -HH-(CH 2 ) 4 -CH-COOC 2 H 5 , -NH-CE-COOH , 




m 2 ° H 2 



C013H 2 



15 



-HIL-CE-COOC 2 H 5 

(CH 2 ) 2 
CfH^ 



ou 




N(CH 2 CH 2 C1) ; 



-NH-CH-CO-NH-CH-CO-HH-CE-CO-HH-CE-COOCH^ 

<? H 2>3 <{ H 2>4 k 
20 HH KH C==CH 

I d II 

H„H_C=HH H HH 

2. Compost selon la revendication 1, caract£rise* en ce que sa 
molecule comport la succ ssion peptidique suivante : est r ethyli- 
25 qu de la L-prolyl .m-di ( 2-chloro£thyl ) -amino-L-ph&iylalanine . 

3* Compost selon la revendication 1, caract£rise* n ce qu sa 
moldcule comport la succession peptidique suivante : ster ethyli- 



70 29723 ** 20941 75 . 

que de la N£^m-£i ( 2-chloro ethyl) -amino] -L-ph^nyl-alanylJ-L«lysine . 

4, C mpose* sel n la r vendicati n 1 , caracterise' en o que sa 
molecule c mporte la succession p ptidique suivant : ester e*thyli- 
qu d la m-di(2-chl rogthyl ) - amino-phenyl -1-alanyl-l-asparagine . 
5 5. Compose* eelon la revendication 1, caracteVise* en ce qu sa 

molecule comporte la succession peptidique suivante : ester 6thyli- 
que de la p-f luoro •L-phe'nylalanyl-glycyl-m-di ( 2-chloroe^thyl) -amino - 
phenyl -L-alanyl-L-norvaline . 

6, Compose* selon la revendication 1 t caracterise* en ce qu sa 
10 molecule comporte la succession peptidique suivante : ester methyli- 

que de la m-di ( 2-chloroe*thyl ) -amino-phdnyl-L-alanyl .I-arginyl-L- 
lysyl-m-di ( 2-chloro^thyl ) -amino-phenyl-L-alanyl-L-histidine - 

7. Composition oaract^rieSe en ce qu'elle contient un malang 
de composes poss^dant la formule ggneralie spe*cifi£e dans la rev ndi- 

1 5 cation 1 . 

•8. Composition caraeteristfe en ce qu'elle contient un me*lang 
des composes respectivement spe*cifi£s dans les revendications 2, 3, 
4, 5 et 6, 

9- Procdde* pour le traitement de tumeurs sur des animaux, y 
20 compris des fitres humains, caracterise* en ce qu 1 !! consiste essen- 
tiellement a adminlstrer, a un hdte, une quantity pharmacologique 
d'un compost selon la revendication 1. 

10. Procgde* pour le traitement de tumeurB sur des animaux, y 
compris des Stres humains, caracterise* en ce qu'il consiste ess nti- 
25 ellement a administrer, a un hdte, une quantity pharmacologique d'u- 
ne composition selon la revendication 8. 



